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© Sequences de nucleotides exprimant I'adenyl cyclase de B.anthracls, protelnes ayant I'actlvlte de 
cette adenyl cyclase et applications blologlques. 



© Les sequences de nucleotides comprennent tout ou parte d'une sequence codant pour une adenyl cyclase 
—telle qu'exprimee par B.anthracis . 

^ La proteine exprimee est utillsable pour I'elaboration de vaccins moleculaires a effet protecteurs vis-a.-vis 

des infections dues & B.anthracis et le cas echeant B.pertussis chez I'homme et I'animal. 
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SEQUENCES DE NUCLEOTIDES EXPRIMANT L'ADENYl CYCLASE DE B.ANTHRACIS, PROTEINES AYANT 
L'ACTIVITE DE CETTE ADENYL CYCLASE ET APPLICATIONS BIOLOGIGUES. 

L'invention a pour objet des sequences de nucleotides codant pour une adenyl cyclase telle qu'expri- 
mee par Bacillus anthracis . Elle vise egalement les proteines correspondant a cette adenyl cyclase et leurs 
applications biologiques. 

B.anthracis est une bacterie gram positif fortement pathogfcne pour I'homme et I'animal. Sa virulence 
5 rdsulte de la production d'une exotoxine h trois composants et d'une capsule d'acide poly-D-glutamique. 

Les trois proteines consistent en un antigfcne protecteur (PA) de 85 kDa, un facteur lethal (LF) de 83 
kDa et un facteur oedfcmatogene (EF) de 89 kDa. 

Ces prolines ne sont pas toxiques en elles-m§mes. Mais leur interaction provoque deux reponses 
pathologiques differentes chez I'animaL 
to Ainsi I'injection de PA avec LF provoque la mort tandis que I'injection intradermique de PA avec EF 
produit un oed&me de la peau chez le cochon d'inde ou le lapin. Le composant EF qui est dote d'une 
activity adenyl cyclase dependante de la calmoduline, activateur eucaryote, induit une importante augmen- 
tation de la concentration en cAMP intracellular (AMP cyclique). On salt qu'une autre bacteria pathog&ne, 
h savoir Bordetella pertussis , produit egalement une adenyl cyclase toxique, extracellulaire, activee par la 
75 calmodulins de I'hote. Comme font montre Mock et al (1), ces deux adenyl cyclase sont antig§niquement 
reliees bien qu'elles soient produites par des organismes taxonomiquement totaiement distincts. 

Les g§nes responsables de I'expression de PA, LF et EF sont presents sur le piasmide pX01 de 
B.anthracis . Leur clonage molecuiaire et leur expression chez E.coll a ete rapportee par Vodkin et Leppla 
(2), pour PA, Robertson et Leppla (3) pour LF, et Tippetts et Robertson, (4) pour EF. 
20 Mock et ai (1) ont egalement rapporte un precede de clonage et depression de I'adenyl cyclase de 
B.anthracis dans EcolL Le precede general de clonage fait I'objet de la demande FR 87/10614 du 24 juillet 
1987 aux noms des demandeurs. Bri&vement, on utilise selon ce procSde interaction adenyl cyclase- 
calmoduline qui se traduit par la production de cAMP. Le clonage du g&ne est effectuS dans une souche 
r£ceptrice deficiente en adenyl cyclase, portant un piasmide exprimant de hauts niveaux de calmoduline. 
25 Les g&nes qui coopferent dans le proc£d6 de clonage, k savoir celui qui code pour Padenyl cyclase et celui 
qui code pour la calmoduline, sont d'origine differentes 

En poursuivant leurs travaux dans ce domaine, les inventeurs ont reussi k determiner la sequence 
portant Information requise pour I'expression d'au moins la partie active d'une adenyl cyclase telle 
qu'exprimee par B .anthracis . 
30 Cette etape a permis de d4finir la structure du g&ne, ses particularites ainsi que les similitudes 
gventuelles avec d'autres gfenes. La conduite de ces travaux a egalement permis de determiner la structure 
primalre de la toxine exprimee et de la comparer k la structure de toxines similaires telles que secretes 
par exemple par B.pertussis 

L'invention a done pour but de fournir de nouvelles sequences de nucleotides capables de coder pour 
35 des proteines k activity adenyl cyclase telle qu'exprimee par B.anthracis . 

Elle a egalement pour but de fournir au moins la partie active, par rapport k une activity adenyl cyclase, 
de ces proteines. 

L'invention vise en outre k fournir des vaccins moieculaires renfermant tout ou partie de sequences 
immunoprotectrices de Padenyl cyclase. 
40 La sequence de nucleotides selon l'invention est caracterisee en ce qu'elle est constituee par au moins 
une partie d'une sequence codant pour une proteine a actlvite adenyl cyclase telle qu'exprimee par 
B.anthracis . 

Cette sequence est capable de s'hybrider avec des g&nes codant pour une proteine k activite adenyl 
cyclase de B.anthracis . 

45 L'invention concerne egalement une sequence de nucleotides caracterisee en re qu'elle port© Pinforma- 
tlon pour Texpresslon d'une adenyl cyclase, ou de fragments de cette derniere, capables de former un 
complexe immunologique avec des anticorps diriges respectivement contre une adenyl cyclase de 
B.anthracis , de B.pertussis ou de cerveau de rat ou contre des fragments d'une telle adenyl cyclase. 

L'invention concerne egalement une sequence recombinante comprenant Tune des sequences denies 

50 ci-dessus, le cas echeant associee k un promoteur capable de controler la transcription de la sequence 
d'ADN codant pour des sequences de terminaison de la transcription et des signaux de traduction et de 
secretion. 

Elle vise encore une sequence de nucleotides recombinante, associee k un promoteur et k un 
operateur permettant de contrdler la transcription, et k une sequence signal permettant la secretion de la 
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proline dans I'espace pgriplasmique (gram -) ou dans le milieu ext£rieur. 

Selon encore un autre aspect, la sequence de nucleotides de Invention est capable de s'hybnder avec 
une sonde form<§e h partir de la sequence pnSsentant I'enchathement de nucleotides (I) suivant, qui 
corresond dans sa totality au g&ne cya de B.anthracis : 



to 



rs 



20 



25 



55 



CJiATTCJUUUtlXCG 

• «4Q0 # • ♦ 

GTACCCTTTrmACTAAA^ 

AcfrACA X T tntTi l.aiA CmAXATCCCTAC C AU1 i 1 1 1 1 C I AATGTTTCT ATTiyT 
•300 * • • • • ' 

jUUTATATTTAAATAItyUlTT^ 

, ♦ t -200 t 

mTATTrCTAAATAAAATTWXAOT 
AACACCA1CAAAATCCATAAAACCCT 

• -too • • *— 



6XAJCACTAGAAATAAATmTA£C?AATA^ 

30 t A rneeTATA«SSttSCACAGW^ 

i '00 

45 ACACTGATAnAAAACAAACCASAAAJkCTCAAAAAAATAAA^ 

<0 AACACACTATTAATAACTtACTTJCfcAACACAATTTACCAATCAAACTTTACAT 

wo 

10 ACCAGACACAAGACTTAWAAAAAACATACCTAAW 

40 

ISA 

TAWACC ACAAATCTATTTTACACATATACATTTACT A6AACATAAGGACTTAC AA6AW 
300 

TAACTCAACAACA(yuUOUlTACTATGAATACTACACCT«AAAAACTKCCTmCATC^ 
46 400 
140 

CTnTCTATTTGAAJUUl!VAAAG<WAAA 

100 

50 CAAWAATACTGAACAAACTAAACAACTATATTATtJAAAtTCCAAACCCCATTl'CTCTTt 

500 

no _ 

ATAmTAACTAACCATAAATCTCtACATCCACACTnTTAAATTTAArrAACAGmX 



300 

CC6ATCATACTCAtACTACCCACCTTnATTIA<nCAAAAATTTAXACA6AACCTACAA 
000 
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I b 



320 

1GAA?jUWUUU£?j£J^TATJUUlfm^ 

70ft 

340 

c om ic n ix cc G rm c I ' Ia ttattttccacctgaccatasaaccctattacaottat 

J<0 ATGCCCCCGACATtnTTCAfiTATATCAATAAGTTAGAAAA^ 

100 

310 

300 . 

AAGCACTTAAAGCTrCA^TTTAGTACCAGAACATGCAGATGCTTTTAAAAAA^ 

too 

320 

CAGAATT AAATACATAT ATTCTTTTT AGGC ctgttaataagttagctacaaacctt atta 

1001 . 

340 

AAA G V M 10 IC CCTACAAACGC ATTCAATCnCATCCAAAgACTtCCCATTCCCCCCCTq 

310 

TACCTCGATACATACCATTTGATCAAfiATnATCTAAGAAGCA^ 

1X00 

300 • • - 

TCGAGAAAfi G AAATTTACAAAATAAAAAATCAATTACAGAGCATGAAGGTCAAATAG 

400 * 

AAATACCATTAAAGTTAGACCLXTTrAAGAATAGAAGAGTrAAAGGAAAATGGGATAAtT? 
1300 
420 ; - 

TGAACCSTAAAAAAGAAATTGATAATCCTAAAAAATATTATTTtnTACAATCCAATAATC 

1300 

440 - • 

AMTATATGAATTTACAArrACCGATGAAMCAACCAAGTACMTACAAGACAAAAGAAG 

4(0 

CTAAMTrACtCTTTTACGCCAAAAATTCMmCACAAATATACAACTCATCCCTAAAA 

1400 

<oo • . : . 

ATCTAOAAC0G<nCTICAXCCCCTTAACA0CTCACTATGATTIATTTCCACTTGCCCCAA 

300 " . 

GTTrAACAGAAATAAAAAAACAAATACCACAAAAAGAAIGGCATAAAGTAGTTAACACCC 
1300 
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I f 



530 

CAAATTCATTACVAAACCAAAXAXWTCTTACTAATriATTCATTAAXTATCCXATTCAGX 

1400 

S40 

CCAAACCOOATTCAACXAACG<^CTITATCAMTTCCCAMAACAMTCCTTOATCCTT 

SCO 

TCAATGAACCAGTCAAATATACACOATATA^CGGC^TCTOOTrAACCATGCCACAC 

1700 

380 

AGCAACATAATGAAGACTmCTGAAAAACATAACCAAAmCTATAArrAATCCACAAC 

(00 ■■ ■ . 

CTCAATTrATATTAACTAAAAATTCCCAGATCACACCTACATTtATAGAAAAAAACATTA 
1800 

820 . • • 

CCCOAAAAGATTATWATATTATTTTAACCOTrCTTATAATAAAATACCTCCTCCTAATA 

1S0O 

840 .... 

AACCTTATATrCACTCCACTCAtCCCATTACAAAACCCAAMTAAATACCATCCCTACCT 

880 

CACCACACTWATAAAAAACTTATCCAfltATCACXAOATCTTaua 

0000 

880 . • • 

AACATACTCCCCACAAA^CAAmCCAAAAAAACAAACCCTCAAAAAAArrCCACCA^ 

'00 . • 

ATTTCTCACACTATTACAATTCACCAAATCAT A1 1 1 ITSCTC AGCAAAAAAACC6TAAAA 

2100 

720 * . * - - . 

TATCAAT ATTTC C TGGAATC CAAGCC7ATAATG AAATTCAMATGTTCTAAAATCTAAAC 

2200 

740 

AAATAGCACCAGAATACAAAAATTATTTTCAATATrTAMCCAAACGATTACCAATCAAC 

7(0 . . - "* 

TTCAATTGCTTCTAACACATCAAAAATCTAATATTCAATTTAMTTATTCTATAAACAA1 

2200 

780 . . 

TAAACTTTACAGAAAATOAAACCCATAATTTTCACCTCrrCCAAAAAATTATTCATCAW 
800 '• 

AATAAATATATATAATTCTTTTTCTCAAAATTCATCATTrTAAACAACACACTACCAATI 

AAATAGATCTATTCAATACrrATACTAATCGTCTTCTATCCACATACCGCTTATACTTK 

2S00 

CGAGCTAGTAGATATTAAACAACATATACCAAATGAACTCCATCTAGATC 
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ou I'enchaihement des nucleotides complgmentaires de la sequence (I). 

Des sequences selon Invention sont caracterisees en ce qu'elles comprennent I'enchaTnement (I) 
deflni cl-dessus ou sont constitutes par tout ou partle de cet enchafriement. 

La sequence en aval du site de liaison aux ribosomes est caracterisee en ce qu'elle est particuliere- 
s ment riche en A-T. 

II va de soi que les bases de la sequence de nucleotides consideree peuvent etre dans un ordre 
different de celui trouve dans les genes et/ou que ces bases peuvent etre, le cas echeant, substitutes, des 
lors qu'une sonde elaboree a partir d'une telle sequence donne une reponse caracttristique et non 
equivoque quant a la capacity de reconnaltre la presence de genes codant pour une adenyl cyclase telle 
w que secritee par B.anthracis . 

Toute sequence de nucleotides hybridable avec celle de I'enchaTnement (I), telle qu'obtenue par 
transcription enzymatJque inverse de I'ARN correspondant ou encore par synthase chimique, entre 
egalement dans le cadre de I'inventlon. 

La sequence de nucleotides de I'invention correspond encore, selon le code genetique universel, a au 
;5 moins une partie de la sequence (II) en acides amines suivantes : 



II a 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 
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II 

id r 

in i 

10 1 o 

10 0 0 

100 !• 6 

120 I I 

140 ft r 

110 A t 

110 0 I 

300 f O 



i -w k it r 



O A f I C V 



H I T t X 



v x t t r 



X X I t ft 



t o i o i ▼ r 



I R 1 II C I 



* t T F JC.L J 



X X V T t C I 



8 t 0 t I T t 



O L L r S 0 I 



I 

K 
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10 



15 



320 L 



340 A 



210 T 



30 310 S 



300 I 



26 



30 



35 



40 



50 



330 0 



340 I 



310 V 



310 V 



400 I 



420 I 



440 0 



4(0 G 



410 N 



500 S 



s 
f 

s 
I 

I 

a 
e 



i 

to 

T I X 



ft I • 

STY 
SIM 

t a v 

i l r 
sat 
r » o 
t * i 
a » l 

ID* 
I S 0 
C I X 
X f L 

x o i 



A 
X 
X 
X 

r 

V 

t 
s 
I 

X 
M 
M 
A 



L * t F 0 ■ 



X f V t t L 



G G F CXI 



D V L X 6 Z 



a r x x i a 



LATHI*! 



O f 0 M G f 



M G 0 0 I A 



X t G t I G 



X S X 0 I I 



t L t I N N 



0 T X T X t 



I I V M A X 



L r A t A ? 



D X V V N T 



66 
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II c 



530 ft ft 

540 II I 

SCO L N 

580 C 0 

lob e c 

120 t e 

140 K A 

ISO S A 

010 K D 

700 T L 

720 I S 

740 0 I 

740 V 0 

710 I X 

100 I ••• 



0 I 0 V T N 



I 0 T L S X 



T T C Y t C 



r r z x o h 



I M W t M I 



y y r it ft t 



f A ft t T K 



M t S S I B 



0 C f A K I 



N S A X X I 



I 0 A Y X E 



X N y r o t 



H 0 X S H t 



e t d h r r 



y e i c 

M L 0 X 

N X 6 T 

X P. X 

X X 1 

pen 

I ft T 

C V Y 

t a e 

I X X 

K S X 

Y X 0 

T K 0 

i o e 



Les lettres indiquees dans cet enchatnement presentent les significations conventionnelles suivantes 
0 Acide aspartique 
E Acide glutamique 
A Alanine 
R Arginine 
N Asparagine 
C Cysteine 



EP 0 366 550 A1 



Q Glutamine 

G Glycine 

H Histidine 

I Isoieucine 
5 L Leucine 

K Lysine 

M Methionine 

F Phenylalanine 

P Proline 
to S Serine 

T Threonine 

W Tryptophane 

Y Tyrosine 

V Valine 

75 ^invention vise en outre une proline & activite adinyl cyclase du type de celie synthetase par 

B.anthracis T ainsi que les fragments peptidiques de cette proline, correspondant selon ie code g£n$tique 

universe! & Tune des sequences de nucleotides ci-dessus. 

La proteine selon rinvention est telle qu'obtenue par transformation de cellules hotes au moyen d\m 

vecteur recombinant contenant une sequence de nucleotides comme definie plus haut sous le controle 
20 d'eiements de regulation permettant Texpresslon de ladlte sequence dans la cellule hdte, mise en culture 

dans un milieu approprie des cellules hStes transformees et recuperation de la proteine a partir de ces 

cellules ou directement & partir du milieu de culture lorsqu'elle est secretee. 

L'invention vise plus specialement une proteine correspondant, selon le code genetique universel, h la 

sequence (I) de nucleotides et qui est representee par PenchaTnement (II) de 800 acides amines. Cette 
25 proteine possSde un poids moieculaire theorique M r de 92 387. Comme d'autres proteines extracellulaires 

d'organismes gram positifs, I'adenyl cyclase apparatt synthetisee par B.anthracis sous forme d'un plus 

grand precurseur dont la sequence signal est eiiminee lors de la secretion. Le debut de la sequence devrait 

occuper la position 29 ou pourrait occuper la position 34. La composition globale apr&s elimination de la 

sequence du precurseur correspond k une proteine hydrophile. Des nSsidus basiques ainsi que des acides 
30 amines hydrophobes sont proches de la partie N-terminaie comme caracteristiques d'un peptide signal. On 

peut substituer k cet enchathement signal d'autres peptides signaux, en particulier pour ameiiorer la 

secretion de Tadenyl cyclase dans d'autres organismes. 

On notera que I'adenyl cyclase ci-dessus. comme celle exprimee par B.pertussis , ne contlent pas de 

residus cysteine, ce qui contraste avec les observations biochimiques effectuees sur les cyclases eucaryo- 
35 tes. 

L'etude de cette sequence de 800 acides amines montre qu'elle presente plusieurs regions communes 
avec Tadenyl cyclase secretee par B.pertussis de 1706 acides amines, comme developpe dans la partie de 
la description illustrant plus en detail rinvention. 

Selon un autre aspect de Invention, la proteine de rinvention & activite ad6nyl cyclase donne lieu k 
40 une reaction immunologique croisee avec des anticorps diriges contre des sous-unites catalytlques 
d'adenyl cyclase de cerveau de rat ou encore contre radenyl cyclase de B.pertussis . 

La proteine de rinvention et ses fragments, qui peuvent §tre egalement obtenus par synthase chimique, 
presentent avantageusement un degre de purete eieve et sont utilises pour former, selon les techniques 
classiques, des anticorps polycionaux. 
45 De tels anticorps polycionaux, ainsi que les anticorps monoclonaux capables de reconnaltre specifique- 
ment la proteine ci-dessus et ses fragments sont egalement vises par rinvention. 

Les sequences de nucleotides selon 1'invention sont obtenues avantageusement selon le procede de 
clonage des demandeurs evoque plus haut Les vecteurs recombinants ^expression et de clonage 
capables de transformer une cellule hdte appropriee entrent egalement dans le cadre de rinvention. Ces 
50 vecteurs comportent au moins une partie d'une sequence de nucleotides de rinvention sous le contrdle 
d'eiements de regulation permettant son expression. Les souches de microorganismes transformees font 
egalement partie de rinvention. Ces souches comportent rune des sequences de nucleotides definies ci- 
dessus ou encore un vecteur recombinant tel que detlni precedemment. 

L'invention vise egalement les applications biologiques des sequences de nucleotides, des proteines 
55 correspondantes et des anticorps monoclonaux ou polycionaux. 

Ces applications comprennent ('elaboration, k partir de fragments intragenlques de renchalhement (I), 
de sondes pour la detection de sequences similaires dans les g&nes produisant des adenyl cyclases. Cette 
elaboration comprend, notamment. la denaturation des sequences double brin pour obtenir une sequence 
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monobrin utilisable en tant que sonde 

L'lnvention vise done des sondes de detection caracterisees en ce qu elles comprennent au molns une 
partle d'une sequence de nucleotides definie ci-dessus, plus specialement un fragment intragenique codant 
pour le site catalytique de liaison k la calmoduline ou de maniere suffisamment specifique pour une partie 

s de ce site, dans les adenyl cyclases bact4rienne. De tels fragments, compiementaires des sites corespon- 
dants dans les gfcnes d'eucaryotes exprimant de I'adenyl cyclase k activity dependante de la calmoduline, 
presentent en particuJier I'avantage de faciliter le clonage et I'analyse des gbnes en question. 

Le fragment d'ADN utilise comme sonde comporte un nombre de nucleotides suffisant pour obtenir la 
specificity requise et la formation d'un hybride stable. 

70 Oes sondes approprtees pour ce type de detection sont avantageusement marquees par un element 
radio-actif (sondes chaudes) ou tout autre groupe non radio-actif (sondes froldes) permettant la reconnais- 
sance de la sonde k I'etat hybrid^ avec la preparation renfermant I'ADN k etudier. 

Seion les techniques classiques, ces sondes sont mises en contact avec un echantiilon biologique 
renfermant des bacteries, ou directement avec ces bacteries ou leurs acldes nucieiques, dans des 

is conditions autorisant I'hybridation eventuelle de la sequence de nucleotides de la sonde avec une sequence 
complementaire, eventuellement contenue dans le produit teste. 

On peut. par exemple, mettre en oeuvre la methode d'hybridation sur taches. Cette methode comporte 
aprfes denaturation de rADN prealablement obtenu k partir de cellules exprimant de I'adenyl cyclase, le 
dep6t d'une quantite aliquote de cet ADN sur des membranes de nitrocellulose,. I'hybridation de chaque 

20 membrane dans les conditions usuelles avec la sonde et la detection, de manidre classique, de i'hybride 
forme. 

On peut aussi utiliser une methode d f hybridation sur replique, seion la technique de Southern. Cette 
' methode comprend la separation eiectrophoretique en gel d'agarose des fragments d'ADNs engendres 
apr&s traitement de I'ADNs par des enzymes de restriction, le transfert apres denaturation alcaline sur des 
25 membranes appropriees et leur hybridation avec la sonde dans les conditions usuelles. II n'est pas toujours 
necessaire de proceder a {'expression preaiable de rADN. II suffit que I'ADN soit rendu accessible k la 
sonde. 

L'lnvention fournit ?insi des outils permettant de detecter rapidement, avec une grande specificite, des 
sequences similaires dans les gfenes codant pour des adenyl cyclases, ce qui permet d'etudier I'origine et 
30 le mode d'action de ces adenyl cyclases. 

Pour la mise en oeuvre des methodes de detection considerees ci-dessus basees sur I'utilisation de 
sondes nucleotidiques, on a recours avantageusement a des necessaires ou kits comprenant : 

- une quantite determinee d'une sonde nucieotidique seion I'invention, 

- avantageusement, un milieu approprie respectivement a la formation d'une reaction d'hybridation entre la 
35 sequence k detecter et la sonde, 

- avantageusement des reactifs permettant la detection des complexes d'hybridation formes entre la 
sequence de nucleotides et la sonde lors de la reaction d'hybridation. 

^invention vise egaiement les applic tions immunologiques des proteines definies ci-dessus, plus 
specialement pour I'eiaboration d'antiserums specifiques ainsi que d'anticorps polyclonaux et monoclonaux. 
40 Les anticorps polyclonaux sont formes seion les techniques classiques par injection de la proteine k des 
animaux, recuperation des antiserums, puis des anticorps k partir des antiserums par exemple par 
chromatographie d'affinite. 

Les anticorps monoclonaux sont produits de maniere habituelie en fusionnant des cellules de myeiomes 
avec des cellules de rate d'animaux prealablement immunises k I'aide des proteines de I'invention. 
45 Les essais de toxicologic realises avec I'adenyl cyclase en I'absence d'antig&ne protecteur ont 
demontre leur absence de toxicite. 

Tout ou partie des sequences immunoprotectrices de ces proteines sont avantageusement utilisees 
pour ('elaboration de vaccins sous reserve de ne pas donner lieu a des reactions immunitaires indesirables 
mettant en jeu par exemple I'adenyl cyclase de Thdte. 
so L'lnvention vise done des vaccins moiecuiaires capables de prevenir les infections provoquees par 
B.anthracis et ses effets toxlques chez I'homme et I'animal, ces vaccins etant k base des proteines definies 
ci-dessus, avec un vehicule pharmaceutique. 

Les anticorps formes contre I'adenyl cyclase de B.anthracis donnant lieu une reaction immunologique 
croisee avec I'adenyl cyclase de B.pertussis , I'invention fournit avantageusement un double vaccin contre 
55 les infections provoquees par B.anthracis et B.pertussis . 

On indique ci-apr&s, k titre d'exempie non ilmitatif, les materials et les methodes utilises pour doner et 
sequencer le gfene de I'adenyl cyclase de B.anthracis . 

Les figures 1 et 2 auxquelles il est fait reference representent : 
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- la figure 1, !a carte de restriction d'un fragment d'ADN d'environ 3,8 kb portant le g§ne cya de 
B.anthracis, et 

HTfigure 2, les sequences decides amines des addnyl cyclases de B.anthracis (ligne sup^rieure) at 

de B.pertussis (ligne inMrieure). 

5 — ~ 



a) Souches bacteriennes et plasmides 

On utilise les souches d' E.coli suivantes pour la transformation TP610 (5) et pour la transfection JM105 

w (6). 

le plasmlde recombinant mis en oeuvre pMMA8812 est un derive de pUC8 contenant un fragment 
EcoRV-Pstl de 3,8 kb portant les determinants pour Taddnylcyclase de B.anthracis (1). Le fragment de 
restrictiorTEcoRV-Pstl est represente sur la Figure 1. 

Le plasmide recombinant pMMA8812 exerce une action de complementation, activ<Se par la calmoduli- 
75 ne, vis-i-vis de la deticience en cyclase d'une souche d'Ecoli cya - . 



b) Milieux et reactifs chimiques 

20 On realise les cultures sur des milieux LB riches de Miller (7). L ampicilline, lorsqu'elle est utilisSe, est 
Sjoutee a raison de 100 microgramme par mi. On utilise les enzymes de restriction ADN T4 ligase et Pollk 
(Boehringer - Mannheim) et I'ADN T7 polymerase modifiee (Sequenase) commercialisee par USBC. Les 
oligodeoxy ribonucleotides utilises comme amorces dans le sequengage d'ADN d'une part et le dATP 35 
d'autre part sont tels que commercialises respectivement par Pharma et par Amersham. 



c) Analyse de la sequence de nucleotides 

On utilise des sous-clones dans le vecteur mono-brin M13mp19 (8). Pour engendrer des deletions 
30 unidirectionnelles, on a recours au systeme cyclone (IBI). 

La sequence de nucleotides est determinee selon la methode de terminaison de chaine dideoxynucteo- 
tide (9) lorsqu'on utilise Pollk ou par une methode de terminaison de chatne dideoxynucieotide modifiee, 
lorsqu'on utilise la sequenase (10). 

On a determine la sequence de nucleotides de Insertion d'ADN de B.anthracis de pMMA8812. 
• 35 Le fragment de la figure 1 ne comporte qu'un cadre ouvert de lecture de 2400 pb. Ce dernier contient 
800 codons aiiant du site consider comme etant te site d'initiation de la traduction au codon de 
terminaison TAA 

Le codon consider comme codon ATQ de depart est precede par un site, du type des sites de liaison 
aux ribosomes (RBS), dont la sequence GGAGG est compiementaire du 3'OH de TARN ribosomal 16S. 
40 La sequence compete de nucleotides du cadre ouvert de lecture est representee sur la figure 2. On 
constate que la sequence en aval du site RBS est particuli&rement riche en A-T. La sequence d'acides 
amines traduite correspond a I'enchalhement II ci-dessus. 

Le site de clivage propose sur la Figure 2 doit etre corrobore par des donnees concernant le residu N- 
terminai de i'adenyl cyclase. Comme indique plus haut, I'adenyl cyclase est vraisemblablement synthetisee 
45 par B.anthracis sous forme d'un plus grand precurseur dont la sequence signal est eiiminee lors de la 
secretion. Le traitement du precurseur devrait conduire & une proteine mature de M r 89261. 



d) Comparaison des structures primaires des adenyi-cyclases de B^nthracls et de B.pertussis 



so 



On a represente sur la figure 2, la sequence compete du polypeptide de I'adenyl cyclase de 
B.anthracis (ligne superieure) et la sequence polypeptidique N-terminale de I'adenyl cyclase de B.pertussis 
(ligne Inferieure). 

Les asterisques indiquent les acides amines identiques et les croix des acides amines de la mSme 
55 classe chimique. 

La comparaison de ces sequences montre qu'elles sont dans leur ensemble differentes mais qu elles 
presentent des parties de forte ou de plus faible similitude 

On constate, en particulier. une similitude dans un domaine d'environ 400 acides amines situe Chez 
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I'enzyme de B.anthracis dans la partie centrale et chez celle de B.pertussis dans la partie N-terminale. 

Des experiences de deletion in vitro ont montre que la sequence de 450 acides amines de I'extremite 
N-terminale de TadSnyl cyclase de B.pertussis correspond au domaine catalytique active par la calmodulin 
ne, ce qui amfcne k reconnattre le centre catalytique de I'adenyl cyclase de B.anthracis dans la region allant 
5 de I'acide amine en position 300 a ceiui en position 683. 

La similitude la plus importante correspond au peptide de 24 acides amines (de la position 342 a la 
position 365). Cette sequence contient cinq rSsidus gly et la sequence noyau Q — GKS (AKS chez 
B.pertussis) que Ton retrouve souvent dans les prolines ayant une affinite pour les nucleotides. 

Deux autres regions presentent une similitude plus faible. Elles correspondent aux domaines s'etendant 
io des positions 487 a 501 d'une part et 573 a 594 d'autre part. 

Selon les resultats des Etudes effectu^es sur cette sequence d'acides amines I'adenyl cyclase de 
B.anthracis apparait organis^e en domaines fonctionnels. 

Au moins trois fonctions peuvent etre attribuees a la molecule, a savoir : 

1 - ^interaction avec des cellules eucaryotes. Cette propriety s'exerce par I'intermediaire de 
15 I'antigfcne protecteur (PA) qui se fixe tout d'abord aux cellules sensibles, puis interagit avec I'adenyl 

cyclase, 

2 • i'internalisation, 

3 - la fixation a la calmoduline et I'activation de la cyclase. 

La partie centrale de la molecule (region allant des positions 350 a 390) est attribute au domaine 
20 dependant de la calmoduline. 
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Revendlcations 

40 1 . Sequence de nucleotides caracterisee en ce qu'elle est constitute par au moins une partie d'une 
sequence codant pour une proline a activity adenyl cyclase telle qu'exprimee par B.anthracis . 

2. Sequence de nucleotides, caracterisee en ce qu'elle est capable de s'hybrider avec des g&nes 
codant pour une adenyl cyclase de B.anthracis . 

3. Sequence selon la revendlcation 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle porte I'information pour 
46 ('expression d'une adenyl cyclase, ou de fragments de cette demi&res capabies de former un complexe 

immunologique avec des anticorps diriges respectivement contre une adenyl cyclase de B.anthracis ou de 
B.pertussis . ou contre des fragments d'une telle adenyl cyclases 

4. sequence de nucieotides recombinante, caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence selon 
I'une des revendications 1 a 3, le cas £chgant associee a un promoteur capable de controier la 

so transcription de la sequence et une sequence d'AON codant pour des signaux de terminaison de la 
transcription. 

5. Sequence de nucleotides recombinante, associee a un promoteur et a un op^rateur permettant de 
controier la transcription, et k une sequence signal permettant la secretion de ia proline dans I'espace 
periplasmique (gram -) ou dans le milieu extdrieur. 

55 6. sequence de nucleotides, caracterisee en ce qu'elle est capable de s'hybrider avec une sonde 
formee k partir de la sequence presentant I'enchalhement de nucleotides (I) suivant : 



12 



EP 0 366 550 A1 



I a 



6AATTCAAAATCC6ACTT AGAAATACACATATAGAAAT AAACAACCTAATC CATCTCAC? 

• • *400 • • • 

CTACCCTTrrmACtAAAJAAACCAAATCAGlCT^ 

AcfTACA ATCTcfTHTTTA OCTAMTCCCTAC CTCT 1 I HTCTA XTCTTTCTATTTCT 

•300 • • • ♦ • 1 

AAATATAtTTAAAtAJCAAtT6TACCTCTClCCCAAflA(nTATAATTMTTTAMTAAGA 

• • • • » 

mTATTTCTAMTAAAAnCTA^mA^TCTACAATAAACAGATTmACTTrTAn 

AACAWTCAAAATCCATAJUUCCGTAAATCTO 

• • "100 • • « _ 
CAACGATTTGCTCACACrroACATCAATATCTAAATATCAACAA^ 

^CAAJGACTA<UAATAAATmTA£CtA^^^ 

20 f ATtTGCTJLTATCCTCCTCACACGCTATACAAfiTAAATCCT ATGAATGAACATTACACT6 

100 

40> 

JCCACTOATATTAAAACAAACCAyAAAACTCAAAAAMTAAAACTGAAAAAC 

• » 

10 

AACACACTATTAATAACTTACtTiPUUCACAATTTACCAATGAAACTTTACATAAAATAC 

too 

10 . . 

ACCAfiACACAAC ACTTAT f AAAAAA&IITACCTAACCATCTACTTCAAATTTATACTCAAT 
100 i 

TAWACC ACAAATCIATXTTACAGATATAC ATTTA6T AGAACATAACCAGTTACAAGAT1 
300 

130 • - • • 

TAACTCMCAACA(UAAAATACTATCAATACTACACCTCAAAAACrrCCCTnCCATCCt 

400 

140 . . • 

CTTTTCTATTTGAAAACEAAAAflWAAACACCTAAATTAATTATAAATATCAAACATTAW 

110 

CAATTAATACTCAACAJUUJTAAACAACTATATTATCAAATTCCAAACCGCATTl'CTCTXt 

500 

110 

ATATTATAACTAACCATAAATCTCTACATCCACACTJTTTAAATTTAATTAACACTTTA, 

300 

CC6ATCATACTCATA6TACCCACCTTnATTTACTCAAAAAnTAAACA6AACCTACAA 
100 
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1 b 



320 

TGJUtTAATAAAAGTAZAGATATAAATmATAAAAGAAAAmAA 

TOO 

>«• _ - 

C U1T1 ICTTTA CC CHTTCTIA tTATTITCCACCTGACCATACAACCCTATTACACTTAy 

210 

ATCCCCCCCACATCTnCACTATATCAATAACTf ACAAAAA(KGGGATTTGAtI\AAATAA 

000 

310 

GTGAAAGTTTGAAGAAAGAAGGTCTCGAAAAAGATAGGATTGATCTGCTCAAAW 
300 . 

AAGCACTTAAACCTTGAGGTTTAGTACCAGAACATGCAGATGCTTTT^ 

too 

320 . . ... 

CAGAATT AAATACAT AT A I IC 1 WW A CGCCTCTf AATAACTTACCTACAAACCTTATtA 

1000 . 

340 

AAACTCCTCTCCCTACAAACC C AWCAATCTrCATCCAAACACTW 

3C0 

TACCTCCATACATACCATmXTCJU^mATCtAACAACaTCCTCAACAATrACCTC 

1100 

200 • ■ - 

TCGAGAAAGGAMTTX ACAAAATAAAAAATCAAT'TACAGAC CXTGAACCTGAAATASC7A 

400 

JUUTACanAAACnAfiACCAmAACAATAfiAACACTTAAACGAAAATCCGATMm 
1200 
420 »" 

TCAACcbTAAAAAAGAAATTCATAATGCTAAAAAATXTTAr 1 1 1 I IAGAATCGAATAATC 

1300 

440 - • 

ACGTATATCAATTTACAATTACCCATGAAAACAACGAXCTACAATACAASACAAAACAAG 

400 ' 

OTAAAATTACTGTTTTAGGCGAAAAATTCAATTGGAGAAATATAGAAGTCATGGCTAAAA 

1400 

410 

AlGTA6AAGGGGTCTICAACCCGTrAA<^GCTCACTATGAmATTOCACTTCCCCCAA 

500 . 

GTTTAACAGAAATAAAAAAACAAATACCACAAAAACAATCCCXTAAACTAGTTAACACCC 
1500 



14 



EP 0 366 5S0 A1 



1 c 



S30 

CAAATTCATTACXJUUUCCAAXfcACCTOTTACTAATrTATlCAITAAATAlCCAATTCACA 

1400 

540 

CGAAACCCGATTCAa C TaAOCCAACTTTATCAAATTCCGUUAACAM T CCTTCATCCTT 

310 - - - ... 

TCAATCAA6CACTCAAATATACACGATATACACCCCC66A W TCCTTAACCATCCCACAC 

POO 

980 

AGCAJlGATAATCAJUlAGTTTCCTCAAAAAiJATAA 

COO . * * 

CTCAATTTATATTAACIAAAAATTCCGACATGACAWTACATTTATACAAAAAAACATTA 

1800 

030 

CCCCAAAACATTATTTATATTATTTTAACCCITCXTATAATAAAATA6CTCCTCCTAATA 

1100 

140 

AACCraATAWCACTCGACTGATCCGACTACAAAACCCJUM 

880 

CAG CACACTWATAAAAAACTT AtCCXflTATCXCXACATCTTCAAATCT ACCACTTT AT A 

3000 

880 . 

aacatactccccacaaaca cc aatttccaaaa a aacaaa w ctgaaaaa 

700 . . • 

ATTTCTCACACTATTACAATTCACCAAATCATATTrTTXTCACCAA^ 

3100 

730 * . * 

TATCAATATTICCTCCAAtCCAACCCTAtMTCAAATTCAAAAICITCTAAAATCTAAAC 

2J00 

740 

AAATACCACCACAATACAAAJUTIATITTCAATA7I7AAACCAAACCATTACCAATCAAC 

780 • • •••*.--■• 

tXCAATTCCTTCTAACACATCAAAAATCTAATATtCMTnAAATTATTCTATAAACAAl 

2300 

780 

TAAACTTTACAGAAAATGAAACGCATAATTT7CAGGTCTTCCAAAAAA 
800 '• 

AATAAATATATATAATTCTtTTTCTCAAAATTCATCATTtTAAACAACACACTACCAAT! 
3400 

AAATAGATGTATTGAATAGTTATAGTAATGGTCTTCTATGGACATACCGCTTATACTTTt 

2500 

GGAGGTAGTAGATATTAAACAACATATAGCAAATGAACTGGATGTAGATC 
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ou I'enchaTnement des nucleotides compiementaires de la sequence (I). 

7. Sequence de nucleotides portant I'information genetique correspondant a I'expresslon d'au molns 
une partie d'une adenyl cyclase telle qu'exprimee par B.anthracis . caracterisee en ce qu'elle comprend au 
moins une partie de I'enchaTnement (I) selon la revendication 6. 
s 8. Sequence de nucleotides, caracterisee en ce qu'elle porte I'information correspondant a I'expression 
d'au moins une partie de la sequence en acides amines (II) suivante : 

i i a 

70 



fS 



20 



25 



30 



95 



40 



45 



SO 



55 



II T 

10 1 f k 

IB .1 1 D 

«0* 0 f 

10 0 0* 

100 L 6 C 

120 I S t 

140 it r v 

110 A I M 

110 O I 1 

200 S D 0 



S 0 At! f 



N H I T t 



L V K T t 



L B X X P 



F T 9 1 O 



» $ n * $ 



X X B T P 



9 X X V T 



X S t 0 ? 



S D L L f 



r s v 

BUT 
RBI 
L D I 
I T S 
B L 0 
t T A 
X X D 

0 1 S 

1 KS 
B K L 
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11 b 



TO 

220 L M 

340 a r 

2(0 T A 

310 S t 

300 X A 

330 ft C 

340 K S 

SCO V A 

as 310 V t 

400 X I 

430 I K 



JS 



20 



25 



30 



40 



45 



BO 



55 



440 0 V 



4(0 G K 



410 N V 



S00 S L 



ft t ft 

S T T 
IIX 

X 6 V 

ft W V 

i l r 

X 0 l 

r ft o 

i ft i 

a * u 

I ft m 

I S D 
OCX 

X f I 

X o 1 



X 

f 

I 

0 
M 
V 
X 

f 

! 
X 



A 0 



O X 



tiro 

T V I S 

6 r c .x 

V L X C 

r x x x 
hint 
s o w e 

COOL 
ECS! 
X N C 1 
t B $ M 
t X T X 
t V M A 
F A L A 
X V V N 
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II c 



520 F » 



54P R K 



SCO I N 



580 t 0 



COO G t 



(20 T 6 



140 I A 



ISO S A 



CIO X D 



700 Y L 



720 2 S 



740 0 2 



760 V Q 



780 t M 



L t X 0 



D S T X 



A V X T 



n x i r 



2 L f X 



D T I» T 



2 X V T 



F 2 X N 



6 0 X D 



D Y Y H 



F R C 2 



0 V T X I L 



T L S X M 0 



C Y T G 6 D 



X X D N C 2 



V I M T C R 



F X R S Y X 



F X T X A X 



S S 1 I R S 



F A X X C S 



A N H I F S 



A Y H C 2 € 



FKYXXYFOYLX 



LLTROXSNI t F 



TC HITOMFEVF 



Y 6 2 X 

K I 0 R 
HOT 

H f. X 

X N 2 

F 6 N 

I F T 

« V T 

! A C 

X R X 

X S X 

T N 0 

Y X 0 

I D X 



800 X ••• 



9. Proline k activity adenyl cyclase du type de celle exprimee par B.anthracis et ses fragments 
peptidiques, correspondent selon le code genetique universel, aux sequences de nucleotides de I'une 
quelconque des revendications 1 a 8. 

10. Proteine selon la revendication 9, correspondent k I'enchaTnement II d'acides amines selon la 
revendication 8. 
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11. Proline selon la revendication 9 ou 10, caractSrisSe en ce qu'elie comporte avec I'adSnyl cyclase 
de B.pertussis une similitude forte pour les regions allant des positions 342 ft 365. et une similitude plus 
faible pour les domaines s'etendant des positions 467 h 501 d'une part et 573 & 594 d'autre part. 

12. Proline constitute par ou comprenant les domaines allant de la position 300 & la position 683 dans 
5 I'enchaTnement II selon la revendication 8, correspondant au centre cataiytique de I'adSnyl cyclase de 

B.pertussis ou au domalne allant de la position 350 & 390 de I'enchaihement II, correspondant au domaine 
dependant de la calmoduline. 

13. Proline a activity ad£nyl cyclase selon Tune quelconque des revendications 9 & 12, caracterisee 
en ce qu'elle donne lieu k une reaction immunologique crois^e avec des anticorps dirig^s contre I'adenyl 

io cyclase de cerveau de rat ou encore l'ad£nyl cyclase de B.pertussis . 

14. Anticorps polyclonal ou monoclonal, caract§rls<§ en ce qu'il est dirig<§ contre tout ou partie de la 
protelne, ou de ses fragments, selon Tune quelconque des revendications 9 & 13. 

15. Sonde de detection caracterisee en ce qu'elle comprend tout ou partie des sequences de 
nucleotides selon Tune quelconque des revendications 1 & 80. 

T5 16. NScessaire ou kit pour la mise en oeuvre d'une methode de detection du site de liaison h la 
calmoduline dans des gfcnes codant pour une ad£nyi cyclase, caract$ris£ en qu'il comprend : 
• une quantity determine d'une sonde nucl£otidique selon la revendication 15, 

- avantageusement. un milieu appropriS k la formation d'une reaction d'hybridation entre la sequence k 

d£tecter, et la sonde sus-mentionnde, 
20 - avantageusement, des niactifs permettant la detection des complexes d'hybridation formes entre la 

sequence de nucleotides et la sonde lors de ia r£aciton d'hybridation. 

17. Vaccins capables d'induire une protection che2 I'homme et I'animal contre une infection provoqu£e 

par B.anthracis et le cas Scheant B.pertussis , caracterises en ce qu'il s'agit de vaccins moleculaires 

renfermant une proline selon I'une quelconque des revendications 9 k 13, en association avec un v£hicule 
25 pharmaceutique. 
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